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Abstrakt
Hemocyty jsou hlavn imunitn bunky bezobratlych organismu, tedy i mekkysu. Lis se
mezi sebou jak v morfologii, tak i ve svych funkcch. Dva zakladn vseobecne uznavane
morfologicke typy, granulocyty a hyalinocyty, se odlisuj mrou fagocytozy a enkapsulace,
produkc kyslkovych radikalu a oxidu dusnateho nebo prtomnost nekterych enzymu.
Existuje rada metod, pomoc kterych se hemocyty charakterizuj. Mikroskopie slouz
primarne ke studiu jejich morfologie. Jemne detaily v antigennm slozen povrchovych
struktur je mozne rozeznat monoklonalnmi protilatkami nebo lektinovymi sondami. Na
zaklade granularity a velikosti bunky se hemocyty del pomoc gradientove centrifugace
nebo prutokove cytometrie. Produkce oxidu dusnateho a kyslkovych radikalu se sleduje
dodanm vhodneho substratu, ktery po reakci s radikalem men sve vlastnosti. Muze zact
uorescencne zarit, zmenit absorbanci roztoku nebo vytvorit viditelnou srazeninu. Dals
moznost je vyuzit chemiluminiscence. Clem studia hemocytu je objasnit interakci mezi
mekkysem a jeho patogenem.
Klcova slova: Mollusca, granulocyt, hyalinocyt, prutokova cytometrie, gradientova cen-
trifugace, lektiny, monoklonaln protilatky, kyslkove radikaly, respiracn vzplanut, oxid
dusnaty.
Abstract
Hemocytes are the main immune cells of invertebrates; therefore they can be found in
molluscs, too. They dier both in morphology and function. The two generally accep-
ted morphological types, granulocytes and hyalinocytes, vary in the level of phagocy-
tosis and encapsulation, production of reactive oxygen species and nitrogen oxide, and
presence of some enzymes. There is an array of methods by means of which hemocy-
tes can be characterized. Microscopy serves particularly for study of morphology. An-
tigens localized on the surface can be determined by monoclonal antibodies or lectin
probes. Hemocytes can be divided on the basis of cell size and granularity using gra-
dient centrifugation or ow cytometry. Production of nitrogen oxide and reactive oxy-
gen species is monitored by adding appropriate substrate which changes its proper-
ties after reaction with the radical. It may become uorescent, change absorbance of
the solution or form a visible precipitate. Another possibility is the use of chemilu-
miniscence. The objective of hemocyte research is to explain mollusc{pathogen inter-
action.
Key words: Mollusca, granulocyte, hyalinocyte, ow cytometry, gradient centrifugation,
lectins, monoclonal antibodies, reactive oxygen species, respiratory burst, nitric oxide.
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Uvod
Parazitismus je nejrozsrenejs zivotn strategi, protoze snad kazdy volne zijc organis-
mus host minimalne jednoho parazita. A dokonce i sam parazit muze byt hostitelem.
Parazitologicky velice zajmavou skupinou bezobratlych organismu jsou mekkysi, protoze
tvor meziclanek ve vyvojovem cyklu mnoha parazitickych helmintu. Bez mekkyse coby
mezihostitele nejsou takov helminti schopni dokoncit svuj zivotn cyklus. Mekkysi jsou
ale hostiteli i pro organismy z jinych taxonomickych skupin. Prkladem mohou byt prvoci,
kter jsou pohromou pro komercne chovane druhy mlzu, jako jsou napr. ustrice.
Prestoze hostitel poskytuje svemu parazitovi vse potrebne, nema to takovy parazit
vubec jednoduche. Hostitel totiz dela vse, aby sveho przivnka vypudil, a uspech parazita
pak zavis na jeho schopnosti vyporadat se s imunitnm systemem hostitele. Ten je ale
i u bezobratlych dost dokonaly na to, aby neprizpusobeneho hosta znicil. Neustale dochaz
k inovacm jak na strane hostitelovy obrany, tak na strane uskoku parazita. Parazit se
tedy mus adaptovat tak, aby imunitn system nejakym zpusobem oklamal. Nekdy si um
zajistit, ze jej hostitel nevnma jako ciz element, v jinych prpadech utlum proti sobe
namrenou imunitn reakci nebo je jednoduse schopny utok prezt.
Existuje rada metod, pomoc kterych se studuje vliv parazita na hostiteluv imunitn
system. Sleduje se, jak je parazit schopny imunitn system obchazet, jak jej ovlivnuje
ve svuj prospech a na cem zavis rezistence vuci nakaze. Clem teto prace je vybrat
nejdulezitejs metody, kterymi se daj zkoumat imunitn bunky { hemocyty, a popsat, co se
pomoc techto metod da zjistit. Prvn cast obsahuje popis hemocytu jako bunecnych typu.
Druha cast se zabyva uz jednotlivymi metodami. Ve sve bakalarske praci se budu zabyvat
pouze plzi a mlzi, protoze hlavonozci nejsou z hlediska parazitologie tolik vyznamn.
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1 Hemocyty
Imunitn system bezobratlych je neadaptivn. Chyb mu imunologicka pamet' ve smyslu,
jak ji zname u obratlovcu. Odpoved' je vzdy nespecicka. Proto je fagocytoza v obrane
mnohem dulezitejs nez napr. u savcu. Fagocyticke bunky se nazyvaj hemocyty a krome
bunecne odpovedi se obrany proti patogenum ucastn take rada proteinu (humoraln
slozka). Hemocyty hraj dulezitou roli v udrzovan homeostaze, jejich funkce je velice
ruznoroda. Podl se na opravach schranky, pomahaj regenerovat, ucastn se traven
potravy, jejho transportu a exkrece. Jsou zakladn slozkou imunitnho systemu (Cheng
1981). Nen jednotny nazor, zda jsou hemocyty nejak funkcne rozliseny, nebo jestli exis-
tuje pouze jeden typ, ktery zastava vsechny funkce. To zalez na tom, podle jakych znaku
se hemocyty popisuj.
1.1 Morfologie hemocytu
Prvn charakterizace hemocytu byla zalozena na jejich morfologii. V hemolymfe byly
pozorovany dva typy bunek. Jedna skupina obsahovala v cytoplazme velke mnozstv gra-
nul (granulocyty), u druhe skupiny granule vcemene pozorovany nebyly (agranulocyty).
Agranulocyty se take casto nazyvaj hyalinocyty (Cheng 1981). Nasledne prace na ruznych
modelovych organismech vetsinou podporily prtomnost dvou odlisnych skupin hemocytu.
Krome techto dvou skupin jsou ale popsany i dals typy hemocytu, u kterych casto do-
sud nezname funkci. Na prklad u mlze Tapes philippinarum byly pozorovany navc dva
typy hemocytu { hemoblasty a serove bunky. Hemoblasty odpovdaj nediferenciovanym
bunkam. Jsou CD34-pozitivn (CD34 je adhezivn molekula typicka pro kmenove bunky).
Serove bunky by mohly mt exkrecn funkci (Cima et al. 2000). U plze Biomphalaria
glabrata nen mozne hemocyty delit podle granularity. Byly pozorovany tri skupiny na
zaklade jejich velikosti. Ve velke mre se vyskytovaly velke a stredne velke hemocyty,
mnohem mene pak male hemocyty (Matricon-Gondran a Letocart 1999).
Podle jedne teorie existuje pouze jeden typ hemocytu. Hyalinocyty jsou jen soucast
jedne vyvojove rady hemocytu a jsou to tedy jen nezrale granulocyty (Mix 1976, cit. dle
Ottaviani et al. 1998), ale tento nazor je mensinovy.
V soucasne dobe se vetsinove prijma existence dvou hlavnch skupin hemocytu, granu-
locyty a hyalinocyty. Oba typy se nachaz bud' v rozprostrene (spreading), nebo kulovite
4
Obr. 1: Morfologie hemocytu, A - rozprostreny (spreading) hemocyt, B - kulovity (round)
hemocyt; barveno Giemsou; dle Pampanin et al. 2002, upraveno.
(round) forme (Cima et al. 2000), viz obr. 1.
Pomoc elektronove mikroskopie se odhalila morfologie techto bunek a jejich organel.
1.1.1 Granulocyty
Spolecnym znakem granulocytu uz podle nazvu jsou caste cytoplazmaticke granule. Veli-
kost bunky se pohybuje kolem 3{16m (Cima et al. 2000). Obecne jsou granulocyty vets
nez hyalinocyty (Russel-Pinto et al. 1994). Bunky jsou vetsinou jednojaderne. Jadro je
kulovite (Carballal et al. 1997c; Cima et al. 2000), umstene excentricky (Russel-Pinto
et al. 1994; Cima et al. 2000; Bigas et al. 2006) a obsahuje shluky kondenzovaneho hete-
rochromatinu (Carballal et al. 1997c). Bunky jsou charakteristicke malou velikost jadra
v porovnan s objemem cytoplazmy (Allam et al. 2002; Bigas et al. 2006). V cytoplazme se
nachaz vets mnozstv organel nez u hyalinocytu. Caste jsou mitochondrie, cisterny a ve-
zikuly rER i sER a hodne vyvinuty Golgiho aparat, lysosomy a volne ribosomy (Russel-
Pinto et al. 1994; Carballal et al. 1997c). Bunky vytvar dlouha uzka i siroka pseudopo-
dia (Russel-Pinto et al. 1994). V cytoplazme se nachaz take velke depozity glykogenu
(Carballal et al. 1997c). Podle zastoupen organel se da rci, ze granulocyty jsou sekreto-
ricky velmi aktivn bunky. Velikost granul se pohybuje kolem 0,2{1,8 m(Carballal et al.
1997c). V bunkach bylo pozorovano vce druhu granul. Granule se lis jak velikost, tak
i chemickym slozenm (Carballal et al. 1997a).
U Mytilus edulis byly granulocyty rozdeleny na dve skupiny. Jedna skupina je charak-
teristicka velkymi granulemi (0,5{1,5m), druha malymi granulemi (0,2{0,3m) (Pipe
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1990). K podobnym vysledkum se doslo pomoc elektronove mikroskopie i u Ostrea edulis
(Bigas et al. 2006). Male granule maj casto protahly tvar a jsou dominantn v nezralych
bunkach. Ve zralych bunkach maj hlavne kulovity tvar. Granule splyvaj s dalsmi granu-
lemi, endosomalnmi vacky, ale take s plazmatickou membranou (degranulace). Vsechny
jsou funkcne stejne a splyvanm vznikaj z malych granul velke. Granulocyty s malymi
protahlymi granulemi jsou tedy jen nezrala stadia (Cajaraville a Santi 1995).
1.1.2 Agranulocyty
Pro agranulocyty (hyalinocyty) je charakteristicke, ze ani pomoc svetelne mikroskopie
ani prutokove cytometrie nejsme schopni detekovat cytoplazmaticke granule. Nekdy se
pojem hyalinocyt pouzva i trochu volneji, pro bunky s velmi malym mnozstvm granul.
Vetsinou maj kulate, centralne polozene jadro, nekdy i s jaderkem (Carballal et al. 1997c;
Cima et al. 2000). Bunky jsou charakteristicke velkym jadrem v porovnan s mnozstvm
cytoplazmy (Russel-Pinto et al. 1994; Carballal et al. 1997c; Bigas et al. 2006) a obsahuj
take pomerne malo organel. Prtomne je male mnozstv mitochondri, rER i sER, ribo-
somu, Golgiho aparat je malo vyvinuty (Russel-Pinto et al. 1994; Carballal et al. 1997c).
Vytvar uzka dlouha pseudopodia (Carballal et al. 1997c) nebo vubec zadna (Russel-Pinto
et al. 1994). Obecne jsou mens nez granulocyty, kolem 4{12m (Ford et al. 1994).
1.2 Chemicka povaha hemocytu
Kombinovanm morfologickych kriteri a anity k barvivum zskame skupiny hemocytu
zalozene jak na vzhledu, tak na chemicke povaze. Kysele komponenty uvnitr bunek (jadro,
jaderko, rER) jsou bazoln. Zasadite slozky (cytoplazma) jsou eozinoln (acidoln).
Pouzitm ruznych typu barviv (Pappenheim, Ehrlich) muzeme rozlisit tri typy granul.
Ruzne se obarv bazoln, neutroln a acidoln granule (Cima et al. 2000), viz obr. 2.
Pouze mlade granulocyty obsahuj bazoln granule. S dozranm se men na acidoln
(Cheng 1981). Izopyknickou centrifugac se hemocyty rozdel podle velikosti granul a je-
jich mnozstv. Po obarven Wrightovym roztokem se objev skupiny hemocytu, ktere
se prekryvaj se skupinami vzniklymi centrifugac. Male agranularn bunky nebo bunky
s malymi granulemi jsou bazoln. Granularn s velkymi granulemi jsou eozinoln (Pipe
et al. 1997). Hemocyty s eozinoln cytoplazmou maj male excentricky polozene jadro,
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Obr. 2: Granule hemocytu, a - eozinoln granulocyt, b - bazoln granulocyt, c - agranu-
locyt; barven May-Grunwald Giemsa; dle Chang et al. 2005, upraveno.
plne velkych granul, ktere se barv stejne jako cytoplazma. Bazoly maj centraln velke
jadro, drobne cytoplazmaticke granule a jsou obecne mens. Eozinoly jsou pravdepodobne
jedine cytotoxicke (Friebel a Renwrantz 1995).
1.3 Enzymaticka vybava hemocytu
Hemocyty se daj take charakterizovat podle prtomnosti ruznych enzymu. Mnoho en-
zymu je lokalizovano do cytoplazmatickych granul. Dlouhou dobu nebylo jasne, jakou roli
granule v hemocytech vlastne hraj. Jednou variantou byla funkce lysosomu. Lysosomy
jsou vacky charakteristicke prtomnost hydrolytickych enzymu, ribonukleazy, deoxyribo-
nukleazy, katepsinu, -glukuronidazy, ale hlavne kysele fosfatazy (de Duve et al. 1955).
UMercenaria mercenaria byla prtomnost kysele fosfatazy zjistena uvnitr granul, granule
jsou tedy povazovany za prave lysosomy (Yoshino a Cheng 1976). U dalsch organismu
byla v granulch potvrzena krome kysele fosfatazy prtomnost i dalsch hydrolytickych
enzymu, nekolika typu esteraz, -glukuronidazy (Moore a Gelder 1985; Carballal et al.
1997a; Cima et al. 2000) a arylsulfatazy (Pipe et al. 1997; Cima et al. 2000). Prtomny
jsou ale take oxidativn enzymy jako fenoloxidaza a peroxidaza (Pipe et al. 1997; Cima
et al. 2000). Mezi dulezite enzymy obranneho systemu mekkysu patr -glukuronidaza.
Katalyzuje hydrolyzu peptidoglykanu (enzym step glukosaminoglykany, ty jsou slozkou
peptidoglykanu), ktere jsou soucast napr. bunecne steny bakteri. Dulezity je take ly-
sosomaln enzym lysozym. Jeho obranna funkce spocva v tom, ze dokaze hydrolyzovat
komponenty bakterialn steny. Krome toho se ucastn take traven potravy (Cheng 1983b).
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Lysosomy mohou fuzovat s fagosomy, a tm do nich prinaset hydrolyticke enzymy (Caja-
raville a Santi 1995). Take dochaz k degranulaci, enzymy se tak dostavaj mimo bunku
(Foley a Cheng 1977). Hladina hydrolytickych enzymu vyrazne stoupa po fagocytoze
(obrana nebo potrava). Predpoklada se, ze enzymy se v bunkach nachaz v latentn po-
dobe, jak je tomu u lysosomu (Moore a Gelder 1985).
U Mytilus galloprovincialis byly lysosomaln enzymy potvrzeny jak u granulocytu, tak
i u hyalinocytu. U granulocytu se vsak vyskytuj v mnohem vets mre (Carballal et al.
1997a). Jinak jsou hydrolyticke enzymy ve vetsine prpadu pripisovany sps granulocytum.
1.4 Aktivita hemocytu
Hemocyty se daj take charakterizovat z pohledu jejich funkce, jejich aktivity. Um pro-
dukovat v reakci na patogena kyslkove radikaly a oxid dusnaty. Nejdulezitejs obranna
reakce je vsak fagocytoza, prpadne enkapsulace.
1.4.1 Respiracn vzplanut
Respiracn vzplanut je obranny cytotoxicky mechanismus, ktery um spustit profesionaln
fagocyty. V reakci na stimulaci cizm telesem zacnou hemocyty produkovat kyslkove
radikaly (ROS) . Ty jsou toxicke tm, ze peroxiduj lipidy bunecnych membran, denaturuj
proteiny, a tm rus mj. funkci klcovych enzymu (Barron et al. 1949) nebo poskozuj DNA
v jadre (Halliwell a Aruoma 1991).
Respiracn vzplanut se vetsinou spoust behem fagocytozy. Neplat to ale u vsech
druhu mekkysu. Produkce ROS nebyla pozorovana u hemocytu mlzu Ruditapes decussa-
tus, Cerastoderma edule (Lopez et al. 1994) ani M. mercenaria (Cheng 1976). Respiracn
vzplanut asi chyb u vetsiny mlzu z radu Veneroida (Lopez et al. 1994). Vzplanut ale bylo
pozorovano u mlzu M. edulis (Pipe 1992), M. galloprovincialis (Carballal et al. 1997a),
T. philippinarum (prestoze patr mezi Veneroida) (Cima et al. 2000) a sladkovodnch
plzu Lymnaea stagnalis nebo B. glabrata (Adema et al. 1992). ROS jsou produkovany
v zavislosti na vnejs stimulaci, a to jak extracelularne, tak dovnitr fagosomu. Mnozstv
extracelularne uvolnovanych radikalu roste od pocatku fagocytozy, s koncem fagocytozy
klesa k nule. Intracelularn produkce ale pokracuje jeste nejakou dobu po skoncen vlastn
fagocytozy. Kontakt castice s membranou spust system produkujc ROS a po jej in-
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ternalizaci tak pokracuje tvorba ROS tmto systemem uvnitr fagosomu (Adema et al.
1991).
Produkce kyslkovych radikalu (superoxidu (O 2 ) a jeho produktu) hraje svou roli
pri zneskodnen parazita. Hemocyty kmene B.glabrata rezistentnho vuci infekci motolic
Schistosoma mansoni produkuj signikantne vce peroxidu vodku (H2O2) nez hemo-
cyty z kmene vnmaveho (Bender et al. 2005). To same plat i o produkci O 2 (Connors
a Yoshino 1990).
1.4.2 Produkce oxidu dusnateho
Hemocyty mekkysu produkuj oxid dusnaty (NO) behem fagocytozy, napr. u R. decussatus
po stimulaci zymosanem a bakteriemi (Tafalla et al. 2003), u Viviparus ater lipopolysa-
charidem (Conte a Ottaviani 1995), nebo uM. galloprovincialis lidskym interleukinem 12
(Novas et al. 2004). Bylo ale dokazano, ze produkce NO se spoust pozdeji nez fagocytoza
(Franchini et al. 1995). Oxid dusnaty tedy nen mediatorem fagocytozy. Dokonce jeho
prtomnost fagocytozu mrne inhibuje. Jde proto o dva nezavisle mechanismy boje proti
patogenum, fagocytozu a produkci NO (Tafalla et al. 2003). Oxid dusnaty pritom nen
sam o sobe cytotoxicky. Vznika z nej daleko reaktivnejs peroxynitrit (ONOO ), ktery
uz ma ucinek pri obrane proti patogenum. Krome tvorby ONOO  by NO mohl hrat
roli v regulaci genu. U octomilky Drosophila melanogaster NO aktivuje expresi genu pro
antimikrobialn peptid diptericin (Nappi et al. 2000).
Preinkubace hemocytu s exogennm NO snz produkci ROS, coz vede k nizsmu
mnozstv ONOO . Tak se mozna pomoc NO negativne reguluje mnozstv ONOO ,
protoze ten je pro bunku ve vetsm mnozstv toxicky (Tafalla et al. 2002). Prtomnost
cytotoxickeho ONOO  byla u mekkysu poprve zaznamenana u M. galloprovincialis. Pro-
dukce byla asociovana se stimulac zymosanem (Torreilles a Guerin 1999).
1.4.3 Fagocytoza
Fagocytoza je hlavn obrannou reakc proti mikroorganismum. Aby mohla byt castice po-
hlcena a nasledne uvnitr bunky degradovana, mus ji fagocyt nejprve najt (chemotaxe).
Pak mus byt castice rozpoznana jako cizoroda a mus byt pripojena k povrchu fagocytu
(Cheng 1983a). Vetsina fagocytujcch bunek patr mezi granulocyty. Hyalinocyty jsou
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take schopne fagocytovat, avsak v mnohem mens mre (Foley a Cheng 1975). V nekterych
prpadech byly ale schopne fagocytovat pouze granulocyty. HyalinocytyM. galloprovincia-
lis nebyly schopne napr. fagocytovat bakterie (Carballal et al. 1997b). Mezi granulocyty se
uroven fagocytozy take lis. Bazoly jsou vyrazne mene aktivn nez eozinoly, coz souvis
s enzymatickym slozenm, viz kap. 1.2.
Granulocyty, ktere pohltily cizorody material, obsahuj mene granul. Ty splynuly
s primarnmi fagosomy (a predaly tak enzymy k degradaci) nebo doslo k jejich degra-
nulaci (Carballal et al. 1997b; Lopez et al. 1997). Vyss fagocyticka aktivita odpovda
vetsmu mnozstv hydrolytickych enzymu v lysosomech (Lopez et al. 1997). Material je
v lysosomech straven stejne jako by slo o potravu. Puvodne se myslelo, ze hemocyty, ktere
fagocytovaly, odchaz do travic zlazy a odtud pres strevo ven. To ale vetsinou neplat,
protoze naprosta vetsina uhlku z fagocytovanych bakteri je recyklovana a znovu pouzita
na stavbu vlastnch tkan (Bayne 1973). Nektere molekuly (monosacharidy, mastne kyse-
liny) prochaz difus pres membranu fagosomu a dale se vyuzvaj. Z glukozy je synteti-
zovan glykogen a v cytoplazme tak vznikaj glykogenova telska. Nestravitelny material
zustava ve fagosomu za vzniku rezidualnch telsek (Cheng 1981).
Hemocyt ma vce moznost, jak nalozit s fagocytovanym materialem. Muze migrovat
epitelem do vnejsho prostred, cmz se organismus zbav nechteneho materialu, aniz by
ho degradoval. Dals variantou je rozlozit fagocytovany material pomoc hydrolytickych
enzymu uvnitr hemocytu. Uvolnene latky jsou pak pro organismus vyuzitelne jako sta-
vebn material. Posledn moznost je ulozen fagocytu v tkani bez jakekoliv degradace.
To vsak plat pouze pro inertn, neskodne castice. Patogenn castice jsou odstranovany
kombinac degradace a migrace do vnejsho prostred. Osud castice tak zavis hlavne na
jejm charakteru (Tripp 1961).
1.4.4 Enkapsulace
Pokud je cizorody objekt prlis velky, nen mozne ho fagocytovat. Dochaz k tzv. enkap-
sulaci. Prkladem muze byt infekce plze B. glabrata sporocystou S. mansoni. Hemocyty
se akumuluj kolem sporocysty a vyslaj kolmo k n sve panozky, jako by ji chtely po-
hltit. Panozky se postupem casu zuzuj a sklapej se, az jsou paralelne s povrchem ob-
jektu (Harris 1970). Hemocyty takto vytvor okolo objektu az 15 vrstev o celkove tloust'ce
10{40m. Vnitrn vrstva hemocytu je v bezprostrednm kontaktu s povrchem objektu
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(Loker et al. 1982). Enkapsulace se ucastn jen granulocyty (Cheng a Garrabrant 1977).
Obsahuj mnozstv lysosomu s hydrolytickymi enzymy, pomoc kterych desintegruj po-
vrch sporocysty a nasledne ji po castech pohlcuj (Loker et al. 1982). Tmto zpusobem
jsou rezistentn kmeny schopny parazita odstranit.
2 Metody studia hemocytu
Hemocyty jsou velmi variabiln. Variabilita se objevuje jak na mezidruhove urovni, tak
i mezi jedinci tehoz druhu a je zpusobena jak vnejsmi podmnkami, tak i genetickymi fak-
tory. Vliv maj doba a msto sberu mekkysu, ale i podmnky v laboratorch behem pokusu
(Oliver a Fisher 1995). Navc hlavn hodnotc znak (granularita) je spojity. Tezko se vy-
mezuj hranice, co je granularn a co uz ne. Proto se hemocyty charakterizuj pomoc rady
metod nejen na zaklade morfologie, ale i podle jejich funkce. Daj se charakterizovat podle
prtomnosti urcitych enzymu nebo pomoc lektinovych sond, ktere se vazou na specicke
sacharidove struktury na povrchu bunek. Pouzitm monoklonalnch protilatek se detekuje
prtomnost antigenu na povrchu i uvnitr bunky. Existuje rada metod k detekci produkce
oxidu dusnateho nebo kyslkovych radikalu. Nejzakladnejs a nejpuvodnejs zpusob po-
zorovan je svetelna mikroskopie. Jej obmeny jsou nedlnou soucast temer vsech nze
popsanych metod.
2.1 Mikroskopie
Rozlisovac schopnost mikroskopu je 1/2 vlnove delky pouziteho svetla. S objevem elek-
tronu se objevily i nove moznosti v mikroskopii. Vlnova delka urychleneho elektronu je
asi 100 000krat krats nez u viditelneho svetla. Pouzij-li se msto fotonu elektrony, ma
takovy mikroskop rozlisovac schopnost az 10 10m.
Pomoc elektronove mikroskopie je mozne videt jemne detaily v morfologii hemocytu.
Zjist se mnozstv, poloha a morfologie organel, na coz uz ma svetelna mikroskopie male
rozlisen, viz kap. 1.1.1.
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2.2 Gradientova centrifugace
Gradientova centrifugace se provad v gradientovem mediu. Jeho jednotlive zony maj
ruznou hustotu. Ve chvli, kdy se bunka dostane do prostred o stejne hustote jako je jej
vlastn, prestane sedimentovat. Tak je mozne rozdelit bunky na zaklade jejich hustoty.
Hustotn gradient v mediu muze byt spojity (kontinualn gradientova centrifugace) nebo
nespojity (diskontinualn gradientova centrifugace). V druhem prpade se na sebe navrst-
vuj ruzne koncentrace media. Jednotlive frakce se po centrifugaci odebraj z prostoru
mezi vrstvami. Tato varianta je mene presna a je proto vhodnejs pro rozdelovan do
mensho poctu frakc (Pertoft 2000).
Jako medium se pouzva sacharoza. Kdyz je ale potreba vyss hustotn gradient, pusob
medium na bunky vysokym osmotickym tlakem (Day et al. 1971). Navc sacharoza ma
malou molekulovou hmotnost a muze tak pronikat do bunek. Medium je viskozn, dky
tomu se mus centrifugovat nekolik hodin (Pertoft 2000). Jine pouzvane medium je Ficoll
(synteticky polymer sacharozy). Vyhody oproti sacharoze jsou dve. Centrifugovan trva
mnohem krats dobu a Ficoll pusob na bunky jen malym osmotickym tlakem (Kurokawa
et al. 1965). Take se casto pouzva Percoll. To jsou koloidn silikonove castecky pevne
obalene vrstvou polyvinylpyrrolidonu. Toto medium ma mnoho vyhod. Ma nzkou osmo-
lalitu, ktera muze byt jeste upravena pomoc fyziologickeho roztoku. Je malo viskozn,
takze castice rychle sedimentuj (Wolf a Pertoft 1972). Percoll nen toxicky ani nepronika
do bunek (Pertoft et al. 1977).
Na zaklade odlisne hustoty bunek se hemocyty rozdel podle druhu mekkyse do ruzneho
poctu skupin. U O. edulis se tak objev tri skupiny hemocytu. Rozdel se na male a velke
hyalinocyty a na granulocyty (Xue et al. 2000). Ruzna hustota bunek je dana prtomnost
ruzneho mnozstv granul. U M. edulis byly bunky barvenm rozdeleny na eozinoly a ba-
zoly a nasledne rozdeleny centrifugac. Bazoly maj nizs hustotu a tedy mens pocet
(nebo velikost) granul nez eozinoly (Friebel a Renwrantz 1995). Ruznou hustotu take
odraz ruzny pomer velikosti jadra k mnozstv cytoplazmy (N:C pomer). Male bunky
s velkym pomerem N:C maj vets hustotu nez vets bunky s malym pomerem N:C.
Pomoc gradientove centrifugace se da ukazat, jak moc jsou hemocyty variabiln.
Bunky se stejnou hustotou se lis jak v morfologii, tak v prtomnosti urcitych enzymu
(Adema et al. 1994).
12
2.3 Prutokova cytometrie
Prutokova cytometrie je velice efektivn metoda, protoze dokaze rychle analyzovat sus-
penzi po jednotlivych bunkach a merit u nich az vce jak deset znaku najednou. Bunky
jsou najednou znaceny vce uorescencnmi markery, ktere emituj svetlo o ruznych vl-
novych delkach. Fluorochromy mohou byt take navazany na monoklonalnch protilatkach
nebo lektinovych sondach. Krome uorescencnch parametru se mer jeste velikost bunky
a jej komplexita. Rozptyl svetla smerem dopredu je umerny velikosti bunky (forward
scatter, FSC). Svetlo rozptylene nebo odrazene do stran (side scatter, SSC) je umerne
vnitrn komplexite bunek. Protoze data jsou merena pro kazdou bunku zvlast', je mozne
porovnavat jednotlive parametry mezi bunkami jedne populace. Mer-li se tedy aktivita
hemocytu, nezjist se pouze prumerna aktivita vsech hemocytu, ale i rozdly v aktivitach
mezi jednotlivymi subpopulacemi. Dals vyhoda je, ze se bunky analyzuj zive, v prirozene
podobe. Data jsou kvantitativn, diagnostika je tudz objektivn.
Prutokova cytometrie se pouzva jak pro morfologickou, tak pro funkcn charakterizaci
hemocytu. Hemocyty se rozdel do subpopulac v zavislosti na jejich velikosti a granularite.
U O. edulis byly takto nalezeny tri skupiny hemocytu, male hyalinocyty, velke hyalinocyty
a velke granulocyty (Xue et al. 2001). Pouzitm uorescencne znacene protilatky specicke
proti granulocytum se zskal podobny vysledek, male granulocyty, male hemocyty s malym
mnozstvm granul a velke agranulocyty (Renault et al. 2001). U Crassostrea virginica byly
nalezeny dokonce ctyri skupiny. Male i velke granulocyty i agranulocyty (Hegaret et al.
2003).
Prutokovou cytometri je take mozne kvantikovat aktivitu fagocytozy pomoc u-
orescencne znacenych castic. Podle poctu fagocytovanych castecek vydava hemocyt od-
povdajc uorescencn signal (Xue et al. 2001). Dals vyuzit je v analyze zivotaschopnosti
bunek, tedy ke sledovan vlivu ruznych metod na bunky. Bunky se inkubuj s barvivem,
ktere se vaze na nukleovou kyselinu mrtvych bunek (neprochaz celistvou membranou),
a dky tomu zacne silne uorescencne zarit. Jako barvivo se pouzva napr. ethidium
homodimer-1 (Ashton-Alcox a Ford 1998) nebo propidium jodid (Brousseau et al. 2000).
Prutokova cytometrie se da take vyuzt k detekci respiracnho vzplanut, pokud se pouzije
vhodna uorescencn sonda, viz kap. 2.6.4.
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2.4 Lektinove sondy
Dals moznost, jak delit hemocyty, je pouzit molekularnch struktur na povrchu hemo-
cytu. To je mozno provest pomoc monoklonalnch protilatek nebo lektinovych sond.
Lektiny jsou enzymaticky neaktivn proteiny, ktere nepatr do imunoglobulinove ro-
diny. Specicky rozeznavaj a reverzibilne vazou sacharidy volne nebo vazane na glykopro-
teinech a glykolipidech. Pouzitm uorescencne znacenych lektinovych sond se hemocyty
rozdel podle prtomnosti povrchovych ligandu (sacharidu). Zname-li specitu pouzitych
lektinu, muzeme urcit, jake sacharidy jsou na povrchu hemocytu v koncove pozici. To je
dulezite, protoze lektiny mohou fungovat jako opsoniny. Propojuj hemocyt s patogenem
tak, ze se na obou koncch vazou na specicke sacharidove struktury. Hraj proto dulezitou
roli v rozpoznavan cizho, a tm v nekterych ohledech pln funkci imunoglobulinu u ob-
ratlovcu (Horak a van der Knaap 1997).
Konkanavalin A (Con A) se specicky vaze na povrch hemocytu plze B. glabrata.
Reakci inhibuj D-glukoza a D-manoza. Tyto dva monosacharidy jsou tedy ligandy pro
Con A (Yoshino 1981). Specicky se vaze take lektin RCA (Ricinus communis agglutinin).
Reakce je v tomto prpade inhibovatelna D-galaktozou (Yoshino 1983). Tmto zpusobem
se zjistilo, ze hemocyty M. edulis maj casto na povrchu v koncovych pozicch galaktozu,
N-acetyl-D-glukosamin a N-acetyl-D-galaktosamin (Renwrantz et al. 1985). Pouzitm lek-
tinu je mozne rozdelit hemocyty do podobnych subpopulac jako pri jejich delen gradi-
entovou centrifugac na eozinoly a bazoly. Pouzite lektiny mely v tomto prpade anitu
prevazne k eozinolum (Pipe et al. 1997).
2.5 Monoklonaln protilatky
Monoklonaln protilatky jsou vysoce specicke molekularn sondy. Efektivne charakteri-
zuj bunecne typy a jejich funkce. Monoklonaln protilatky jsou produktem jednoho klonu
B-lymfocytu, vazou tedy jen jeden urcity antigen. In vitro se monoklonaln protilatky
zskavaj izolac tech klonu B-lymfocytu, ktere produkuj protilatky zadane specity. Klon
se mus imortalizovat fuz s myelomovou bunecnou lini. Vysledkem je hybridom (hybridn
bunka), ktera se neomezene del v kulture a zaroven produkuje zadane protilatky. Dia-
gnosticky je dulezita tzv. sekundarn protilatka (protilatka proti primarn protilatce). Je
konjugovana napr. s enzymem (krenova peroxidaza) nebo uorescencn sondou (znacen
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uorochromem). Dky tomu se zviditeln msto navazan primarn protilatky, a tedy i msto
hledaneho antigenu.
V prpade studia mekkysu byla napr. pripravena monoklonaln protilatka specicka
pro granule hemocytu Crassostrea gigas. Na zaklade toho se hemocyty rozdelily na gra-
nulocyty a agranulocyty. Hemocyty maj nektere antigeny spolecne, proto se nektere pro-
tilatky vazou jak na granulocyty, tak na hyalinocyty (Xue a Renault 2001). Protilatka
vytvorena proti antigenu jednoho druhu mekkyse je schopna rozeznat
"
svuj\ antigen
u jineho, i prbuzensky vzdaleneho mekkyse. Pritom se nemus shodovat msto znacen
(u jednoho druhu znac granule, u druheho povrchove struktury). Naopak prbuzne druhy
nektere antigeny sdlet nemus (Harris et al. 1992). Pokud se pouzij k imunizaci mysi
oddelene skupiny hemocytu (napr. eozinoly a bazoly), vzniknou protilatky specicke
pro tyto skupiny. Ty znac nejen granule, ale i hemolymfu. Je mozne, ze se molekuly
(antigeny) dostavaj z bunky degranulac a jsou tedy produkovany hemocyty (Dyrynda
et al. 1997). Monoklonaln protilatky se daj vyuzt pri studiu ontogenetickeho vyvoje.
Protilatka, ktera se vaze na larvaln hemocyty, se u adultnch jedincu vaze jen na bazoly
a nikdy na eozinoly (Dyrynda et al. 1997). Bazoly by se tedy zrejme mohly dal vyvjet
v eozinoly. Jina protilatka, ktera se vazala na hemocyty u adultnch jedincu, se zase
nevazala na larvaln stadia (Xue a Renault 2001).
2.6 Metody detekce respiracnho vzplanut
Neutroln granulocyty spotrebovavaj behem fagocytozy mnohem vets mnozstv kyslku
nez v klidu. Tento kyslk ale nesouvis s energetickym metabolismem bunky. Je spotre-
bovan prave na tvorbu ROS. Jeho spotreba roste s rostoucm mnozstvm fagocytovanych
castic. Kyslk ale nen podmnkou k prubehu samotne fagocytozy (Sbarra a Karnov-
sky 1959). Vznikajc ROS jsou mnohem reaktivnejs nez molekularn kyslk a spolecne
s mikrobicidnmi latkami pomahaj znicit patogena uvnitr fagosomu. Primarn produkt
respiracnho vzplanut je superoxidovy radikal (O: 2 )
1 (Makino et al. 1986). U mekkysu,
stejne jako u mnoha dalsch organismu (i savcu), je jeho vznik umoznen membranove
vazanym enzymem NADPH-oxidazou (Adema et al. 1993). Enzym katalyzuje produkci
1Pro jednoduchost je superoxidovy radikal (O: 2 ) dale oznacovan jako superoxid (O
 
2 ).
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O 2 prenosem jednoho elektronu z NADPH, ktery se tmto oxiduje.
NADPH + 2O2
NADPH-oxidaza
  ! NADP+ + 2O 2 + H+
Z O 2 vznika H2O2. Reakce je katalyzovana enzymem superoxid dismutaza (SOD).
2O 2 + 2H
+
SOD
  ! H2O2 + O2
Mnoha reakcemi v bunkach vznika rada vysoce reaktivnch oxidantu (O 2 , hydroxylovy
radikal (OH:), singletovy kyslk (1O2), kyselina chlorna (HClO) a ONOO
 ) i mene re-
aktivnch produktu s pomerne dlouhym polocasem rozpadu (NO, H2O2). Vetsina O
 
2 je
premenena na H2O2 a vetsina H2O2 je dal premenena myeloperoxidazou
2 na HClO.
H2O2 + H
+ + Cl 
myeloperoxidaza
  ! HClO + H2O
K efektivnmu zabit patogena je treba produkovat spravne oxidanty ve spravnou dobu
a na spravnem mste.
2.6.1 Chemiluminiscence
Meren chemiluminiscencn aktivity fagocytu je metoda pro kvantitativn sledovan oxi-
dacnho vzplanut fagocytu. Luminofor (svetelkujc latka) nejprve prijme energii a prejde
tak do excitovaneho stavu. Excitovany stav je vsak nestabiln a proto prechaz zpet do
zakladnho stavu, pritom se uvolnuje energie ve forme svetla. Budc energie je v prpade
chemiluminiscence energie chemicke reakce.
Behem respiracnho vzplanut uvnitr fagosomu dochaz ke vzniku O 2 , ktery reaguje
s dalsmi casticemi za vzniku novych volnych radikalu. Zaroven se pri reakcch uvolnuje
2Pro jednoduchost je dale pouzvan termn peroxidaza.
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cast energie ve forme fotonu. Chemiluminiscence se zesiluje pomoc luminolu (5-amino-2,3-
dihydroftalazin-1,4-dion) nebo lucigeninu (9,9'-bi(10-methylakridinium)dinitrat)). Dky
tomu je mozne vyrazne snzit mnozstv bunek k zskan signikantnho vysledku. Produkce
kyslkovych radikalu (a tm i chemiluminiscence) se vyvolava vnejsmi stimuly. Pouzvaj
se chemicke latky (phorbol myristat acetat(PMA)), ktere stimuluj vsechny hemocyty
najednou, nebo se mohou pouzt i castice (bakterie, zymosan).
Chemiluminiscence zeslena luminolem je metoda, kterou muzeme neprmo zjistit pr-
tomnost O 2 . Je zavisla na prtomnosti myeloperoxidazoveho systemu, samotny O
 
2 che-
miluminiscenci nezpusob (Dahlgren a Stendahl 1983). Spontann dismutac O 2 vznika
H2O2, ze ktereho pak peroxidaza tvor HClO, ktera difunduje z bunky a reaguje s lumino-
lem (DeChatelet et al. 1982). Metoda detekuje jak intracelularn, tak extracelularn akti-
vitu (Dahlgren a Stendahl 1983). Luminol mus projt dvou-elektronovou oxidac, tm se
vytvor nestabiln endoperoxid. Ten se rozklada na excitovanou kyselinu 3-aminoftalovou,
ktera behem relaxace emituje fotony (Merenyi et al. 1990). Peroxidaza nemus byt pr-
tomna ve vsech prpadech, a muze tedy dojt k falesne negativnmu vysledku.
Chemiluminiscence zeslena lucigeninem je zpusobena O 2 , a je tudz inhibovatelna
SOD (Yazdanbakhsh et al. 1987). Molekuly O 2 reaguj s radikalovou redukovanou formou
lucigeninu. Produktem reakce jsou dve molekuly akridonu, jedna z nich je excitovana
a muze emitovat fotony (Faulkner a Fridovich 1993). V posledn dobe se vsak ukazuje,
ze metoda nen zcela spolehliva (Barbacanne et al. 2000). Problem je, ze lucigenin muze
byt redukovan ruznymi enzymy (napr. glukoza-oxidaza, NADPH-oxidaza) a nasledne je
schopny autooxidace a produkce O 2 . Pak se tedy O
 
2 objevuje i na mstech, kde normalne
nevznika (Liochev a Fridovich 1997).
2.6.2 Redukce cytochromu C
Produkci kyslkovych radikalu muzeme zjist'ovat pomoc spektrofotometrie. Reakc sledo-
vaneho radikalu s dodanym substratem vznika produkt, ktery men absorbanci roztoku.
Pomoc cytochromu C muzeme detekovat prtomnost O 2 . Behem inkubace hemo-
cytu s cytochromem C a vhodnym stimulatorem dochaz superoxidem k redukci fer-
ricytochromu na ferrocytochrom. Mnozstv ferrocytochromu se mer pomoc absorbance
(Babior et al. 1973). Reakce je inhibovatelna SOD, coz dokazuje, ze redukci zpusobuje O 2
(McCord a Fridovich 1969). Metoda je pomerne citliva, protoze reakce probha pomalu.
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Navc extinkcn koecient ferri- a ferrocytochromu se pri 550 nm vyrazne lis (Butler et al.
1982).
2.6.3 Oxidace fenolove cervene
Metoda slouz k meren koncentrace H2O2. Princip je zalozeny na oxidaci fenolove cervene
behem reakce krenove peroxidazy s endogennm H2O2. Fenolova cerven, neboli fenol
sulfonftalein, slouz mj. i jako indikator pH. Oxidovana a neoxidovana forma maj pri
610 nm maximaln rozdlnou absorbanci, cehoz se pouzva v diagnostice. V koncentracch
1{60 nmolml 1 H2O2 je zavislost absorbance na koncentraci linearn. Vyhoda je, ze se pro-
dukce H2O2 muze sledovat az po dobu 1 hod, protoze fenolova cerven je netoxicka latka.
Je mozne detekovat az 1 nmolml 1 H2O2 (Pick a Keisari 1980).
2.6.4 Fluorescence kyseliny homovanilove
Dals metody k meren respiracnho vzplanut pracuj s uorescencnmi sondami. Jsou to
chemicke latky, ktere jsou ve sve redukovane forme neuorescencn. Oxidace dane latky
vede k velkemu narustu intenzity uorescence.
Pomoc kyseliny homovanilove (HVA) je mozne detekovat prtomnost H2O2. Reakc pe-
roxidazy s kyselinou homovanilovou za prtomnosti H2O2 vznika kyselina 2,2'-dihydroxy-
3,3'-dimethoxybiphenyl-5,5'dioctova, ktera je uorescencn. Metoda je presna, navc roz-
tok HVA je stabiln. Fluorescence je excitovana pri 315 nm a maximum emise je pri 425 nm.
Je mozne detekovat az 10 11molml 1 peroxidu nebo az 10 3 jednotek peroxidazy na 1ml
(Guilbualt et al. 1967).
2.6.5 Fluorescence Amplex Red
Dals moznost, jak detekovat prtomnost H2O2 nebo mru aktivity peroxidazy, je pouzit
Amplex Red. Amplex Red (N-acetyl-3,7-dihydroxyphenoxazin) je bezbarvy neuorescen-
cn derivat dihydroresorunu. Ma vysokou specitu k H2O2, dovoluje detekci az 50nM
koncentrace. V reakci s peroxidazou a H2O2 v stechiometrickem pomeru 1H2O2:1Amplex
Red se vytvar vysoce uorescencn produkt resorun. Resorun muze byt dale oxidovan,
vznika jiz neuorescencn produkt. K tomu ale nedochaz, dokud se v reakcn smesi nachaz
vc Amplex Red nez resorunu (Zhou et al. 1997). Resorun se take pouzva jako substrat,
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meren ma pak ale opacny charakter. Mer se ubytek uorescence. Tato metoda nen tak
presna jako pouzit Amplex Red (Brotea et al. 1989). Amplex Red je stabiln latka, ktera
dovoluje i dlouhotrvajc reakce. Maximum emise je 587 nm, excitace pri 536 nm (Zhou
et al. 1997).
2.6.6 Fluorescence DCFH
Drve se hodne vyuzvala uorescencn sonda 2',7'-dichlorouorescin diacetat (DCFHDA).
Molekula DCFHDA je stabiln, neuorescencn a nepolarn, prochaz tedy pres membranu.
Uvnitr bunky je DCFHDA hydrolyzovan esterazami, tm vznika neuorescencn polarn
2',7'-dichlorouorescin (DCFH), ktery uz pres membranu neprojde. Je stabiln nekolik
hodin, ale v prtomnosti H2O2 a peroxidazy je rychle oxidovan na uorescencn 2',7'-
dichlorouorescein (DCF), ktery muze byt kvantikovan (LeBel et al. 1992). Sonda se da
pouzt i k detekci pomoc prutokove cytometrie, protoze DCFH je uveznen uvnitr bunky.
V posledn dobe se ale zjistilo, ze tato metoda je pro meren respiracnho vzplanut
nevhodna. Katalaza inhibuje reakci, ikdyz se v systemu nevyskytuje zadny H2O2. To
naznacuje, ze nejake mnozstv H2O2 mus presto behem reakc vznikat. Molekula DCFH je
oxidovana dvoustupnove, viz obr. 3. Nejprve probehne za prtomnosti peroxidazy a H2O2
oxidace na radikal DCF . Druha oxidace probha za prtomnosti kyslku. Vznika DCF
a deprotonac kyslku O 2 . Z O
 
2 pak muze vzniknout H2O2. Reakce je autokatalyticka
a pro meren H2O2 nebo O
 
2 nevhodna (Rota et al. 1999).
2.6.7 Oxidace diaminobenzidinu
Oxidac 3,3-diaminobenzidinu (DAB) vznika elektron-denzn srazenina. Metoda byla po-
prve pouzita k detekci prtomnosti peroxidazy. Exogenne se dodal substrat { H2O2. Pe-
roxidaza uvolnuje z H2O2 kyslk, ktery oxiduje benzidin za tvorby azobarviva (Graham
a Karnovsky 1966). Metoda se da pouzt i pro detekci endogennho H2O2. Peroxid vodku
lehce difunduje, a nachaz se proto na vce mstech bunky. S peroxidazou a DAB se
potkava ve fagosomech. Peroxidaza je do fagosomu nesena aktivne, DAB se tam dostava
fagocytozou stimulacnch castic. Nedozvme se tedy nic o mste vzniku H2O2. Pouzitm
inhibitoru peroxidazy se zadny produkt reakce nevytvor. Touto metodou se tedy da merit
prmo prtomnost H2O2 (Briggs et al. 1975).
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Obr. 3: Autooxidace DCFH; dle Rota et al. 1999.
2.6.8 Redukce NBT
Tetrazoliova modr (nitroblue tetrazolium, NBT) je za prtomnosti O 2 redukovana. Z roz-
pustne latky vznika nerozpustna modra srazenina { formazan (Gordon et al. 1973).
Pridanm SOD se reakce neinhibuje, vlivem kompetice o O 2 dochaz jen ke zpomalen
reakce (Gulyaeva et al. 1987). Formazan se v bunkach nachaz ve dvou formach, a to jako
velky cerny depozit ve fagosomu nebo jako mnoho cernych skvrnek rozesetych po cyto-
plazme. V druhem prpade se nekdy vysledek nepovazuje za pozitivn (Freeman a King
1972).
2.7 Metody meren produkce oxidu dusnateho
Oxid dusnaty je vysoce reaktivn a nestabiln plynny volny radikal. Je produkovan oxidac
L-argininu za vzniku L-citrulinu a NO enzymem NO-syntazou (NOS). Prvn potvrzen
prtomnosti NOS u mekkysu pochaz ze sladkovodnho plze V. ater (Conte a Ottaviani
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1995).
L  Arg + O2
NO-syntaza
  ! L  citrulin + NO
Funkce NOS je zavisla na prtomnosti L-Arg, ale pouze za jeho nedostatku se spust tvorba
i druheho duleziteho produktu { superoxidu. Jen v prpade, ze dochaz jak k produkci NO,
tak O 2 , vznika vysoce reaktivn ONOO
  (Xia a Zweier 1997). Existuj tedy dve nezavisle
cesty tvorby O 2 , pres NADPH-oxidazu a NOS.
NO + O 2   ! ONOO 
Oxid dusnaty je velice nestabiln, ma kratky polocas rozpadu. Reaguje s volnym kyslkem
za tvorby nitratu a nitritu. Peroxynitrit je v alkalickych roztocch pomerne stabiln. Ale
jakmile je jednou protonovany, take se rychle rozpada (Beckman et al. 1990).
H+ + ONOO    ! ONOOH   ! OH + NO2   !
  ! NO 3 + H+
Peroxynitrit je coby silne nitratacn cinidlo schopny modikovat proteiny, lipidy a DNA
a vycerpava antioxidacn obranu (Virag et al. 2003). Prme meren NO je pomerne slozite
kvuli jeho male stabilite. Vznikle nitraty a nitrity se vsak uz daj stanovit. Tvorba NO se
tedy mer neprmo pres jeho produkty.
2.7.1 Griessova reakce
Griessova reakce byla poprve pouzita na konci 19. stolet. Slouz ke stanoven koncentrace
nitritu. Princip spocva v diazotaci (produktem jsou diazoniove soli) kyseliny sulfany-
love nitritem. Vznikly produkt se propoj s etylendiaminem a vznika ruzovy metabo-
lit (viz obr. 4), ktery se stanovuje spektrofotometricky (Griess 1879; cit. dle Guevara
et al. 1998). Da se merit pouze koncentrace nitritu. Proto se pri stanovovan mus pridat
nitratreduktaza, ktera veskery nitrat premen na nitrit.
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Obr. 4: Griessova reakce; dle Misko et al. 1993.
2.7.2 Reakce s diaminonaftalenem
Reakce s diaminonaftalenem slouz take ke stanoven nitritu. Za prtomnosti nitritu se 2,3-
diaminonaftalen premen na 1-(H)-naftotriazol. Vysledny produkt je uorescencn. Tato
metoda je az 100krat citlivejs nez Griessova reakce, detekuje az 10 nM nitritu. Limit
Griessovy reakce je 1{2M. Nitrat mus byt opet preveden na nitrit (Misko et al. 1993).
2.7.3 Chemiluminiscence
Ke stanoven prtomnosti ONOO  se da pouzt chemiluminiscence. Vznikly ONOO 
zpusobuje (stejne jako kyslkove radikaly) oxidaci luminolu. Mra chemiluminiscence je
zavisla na jeho koncentraci a je zeslena za prtomnosti hydrogenuhlicitanu (HCO 3 ).
Reakce je inhibovatelna SOD, takze O 2 je klcovy behem chemiexcitace. Behem reakce
ONOO  s HCO 3 a luminolem vznika luminolovy radikal a O
 
2 . Luminol reaguje s tmto
O 2 za vzniku endoperoxidu. Samotny NO ani O
 
2 chemiluminiscenci nezpusob, ONOO
 
je nezbytne nutny (Radi et al. 1993).
2.7.4 Radioaktivn znacen
Aktivita NOS se da merit pomoc premeny radioaktivne znaceneho argininu ([3H]L-Arg
nebo [14C]L-Arg) na citrulin ([3H]L-citrulin nebo [14C]L-citrulin). Po oddelen argininu od
citrulinu se mnozstv radioaktivnho produktu zmer pomoc kapalinove scintilace (Conte
a Ottaviani 1995). To je metoda zalozena na meren radiace beta-zaren z nuklidu.
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Zaver
V teto praci jsem shrnula ruzne metody, pomoc kterych se daj studovat funkcn i mor-
fologicke vlastnosti hemocytu mekkysu. Takovych metod je cela rada. Pouzvaj se jak
pomerne stare metody, tak i zcela nove. Vsechny se vsak s rozvojem vedy neustale zdo-
konaluj. A i ta nejstars metoda, mikroskopie, se pouzva stale velice casto. Jej pocatky
spadaj az do roku 1590 a pouzva se primarne ke studiu morfologie bunek. Chceme-li se
podvat na vets detaily, muzeme pouzt monoklonaln protilatky nebo lektinove sondy,
pomoc kterych detekujeme uz jednotlive povrchove antigeny. Dals charakteristicke vlast-
nosti hemocytu, jejich velikost a vnitrn komplexita, se urcuj pomoc gradientove centri-
fugace nebo prutokove cytometrie. Ke sledovan aktivity hemocytu, produkce kyslkovych
radikalu nebo oxidu dusnateho, se vyuzvaj ruzne chemicke reakce. Dodany substrat
reaguje s radikalem, a tm men sve vlastnosti. Muze zact uorescencne zarit, zmenit ab-
sorbanci roztoku nebo vytvorit viditelnou srazeninu. Kombinac techto metod lze sledovat
interakce hemocytu s patogenem.
Hemocyty jsou hlavn slozkou imunitnho systemu mekkysu. Dky nim jsou mekkysi
schopn odolavat nakazam patogeny z ruznych taxonomickych skupin. V parazitologii
jsou znam predevsm coby mezihostitele motolic, vcetne takovych, ktere mohou ohrozit
i cloveka, a tak je studiu imunitnho systemu mekkysu venovana velka pozornost. Presto
stale nen mnoho otazek zodpovezeno. Dosud nen ani jednotny nazor na to, zda existuje
pouze jeden typ hemocytu nebo jich je vce. Take nen znama vetsina molekularnch
faktoru ovlivnujcch kompatibilitu dvojice plz{motolice. Presne se nev, proc jsou nekter
jedinci vuci nakaze vnmav a jin rezistentn.
Ve sve budouc diplomove praci bych se proto zamerila na studium bunecne imunitn
odpovedi plzu rodu Radix experimentalne inkovanych Trichobilharzia regenti, Tricho-
bilharzia szidati a Fascioloides magna. Chtela bych se venovat vlivu parazita na aktivitu
hemocytu v imunitn odpovedi.
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